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RESUMO

Duddingtonia flagrans tem sido o principal fungo nematéfago estudado
na ultima década para o controle de verminose em ruminantes. Neste estudo,
avaliou-se a sobrevivéncia do micélio e clamiddsporos de D. flagrans apds
passagem pelo trato digestério de ovinos, bem como o efeito da
suplementacado diaria de uma formulacdo contendo o fungo em ovinos no
municipio de Campos dos Goytacazes — Norte Fluminense. Para o teste de
sobrevivéncia, uma suspensao na dose de 500 mil clamiddsporos por Kg de
peso vivo foi administrada via oral durante trés dias a trés ovinos. Volume
semelhante de suspensdo contendo micélio foi administrado a trés ovinos
enquanto a outros trés ndo foram administrados fungo. Durante todo o
experimento, foram coletadas amostras fecais para OPG e cultivo de fezes em
placas e copos. No grupo tratado com clamidésporos, houve uma reducao de
30%, 63% e 30% de larvas infectantes (Ls) e crescimento do fungo em placas.
Para avaliar o efeito da suplementacao diaria do fungo, dez animais receberam
diariamente uma suplementag¢do alimentar contendo o fungo D. flagrans na
dose de 500 mil clamiddsporos por Kg de peso vivo durante cinco meses
consecutivos. Outros dez animais n&o receberam esse suplemento e serviram
de controle. A contagem de ovos por grama de fezes, cultivos de fezes,
pesagem dos animais e larvas na vegetacao foram realizadas durante o
periodo experimental. No grupo tratado houve uma reducdo no numero de
larvas L3 obtidas nos cultivos fecais e vegetacdo. Nao houve diferenca
significativa no ganho de peso dos animais. D. flagrans demonstrou-se eficaz
no controle de nematéides gastrintestinais de ovinos no municipio de Campos

dos Goytacazes, sendo essa eficacia atribuida, sobretudo aos clamidosporos.

Palavras — chaves: Duddingtonia flagrans, fungos nematéfagos, ovinos,

ruminantes.



ABSTRACT

Duddingtonia flagrans has been being the main nematophagous fungi
studied in the last decade for control of verminosis in ruminant. This work
evaluated the survival capacity and maintenance of the predatory activity of
mycelium and chlamydospores of D. flagrans after passage through the
digestive tract of sheep, and the effect of a fungus suspension, in Campos dos
Goytacazes, North region of the state of the Rio de Janeiro. For the survival
test, a suspension of 500 000 chlamydospores or mycelium per Kg of body
weight was administered orally for three consecutive days to a group of 3
sheeps. The control group (3 animals) did not received fungus. Fecal samples
were collect for determination of the presence of the fungus, EPG and infective
larvae (L3). In the treated group, there was a reduction of 30%, 63% and 30%
of the infective larvae and growth of the fungus in plates was observed. To
evaluate the effect of daily administration of the fungus for five months, ten
animals received daily an alimentary containing the fungus D. flagrans dose of
500 000 chlamydospores per Kg of body weight. Ten others animals did not
receive this supplement and served of control. The counting of EPG, fecal
cultivations, weight of the animals and number of larvae in the vegetation were
accomplished during the experimental period. In the treated group existed a
reduction in the number of L; obtained after fecal cultivations and vegetation.
There was no significant difference in the weight gain of the animals. D. flagrans
demonstrated an effective control of gastrointestinal nematodes in sheep in
Campos dos Goytacazes, being this effectiveness attributed mostly to

chlamydospores.

Keywords: Duddingtonia flagrans, nematophagous fungi, sheep, ruminants.
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1 — INTRODUCAO

Os nematoides gastrintestinais representam um dos principais problemas
para a producdo de ruminantes, pois provoca diversas patologias as quais
interferem no ganho de peso, ingestdo de alimentos, utilizagdo de matéria
seca, retardo na idade reprodutiva, decréscimo na capacidade reprodutiva e
mortalidade em animais seriamente infectados (CHARLES, 1992). No Brasil,
onde a maioria da populacdo de caprinos e ovinos deslanados esta
concentrada nas zonas aridas e semi-aridas do Nordeste, a doenca €
reconhecida ha muito tempo como um entrave a producdo de pequenos
ruminantes na regido (PADILHA,1996). No Norte Fluminense, dados
relacionados ao parasitismo comecaram a ser disponibilizados somente nesta
década (CRUZ et al., 2004, SANTOS et al., 2003, PERES, 2006).

A redugdo do numero de larvas infectantes de nematdides nas
pastagens € um dos objetivos do controle das verminoses. Essa reducéao €
obtida através da aplicacdo de anti-helminticos nos hospedeiros em épocas
que as condicbes ambientais sdo desfavoraveis ao desenvolvimento dos
estadios de vida livre. O uso do anti-helmintico visa a eliminacdo da populacao
de adultos no hospedeiro. Assim, uma menor quantidade de ovos € liberada ao
exterior, onde as condicdbes de desenvolvimento e sobrevivéncia sao
prejudiciais aos estadios pré-parasitarios, ocorrendo, portanto uma reducao da
populacao de larvas disponiveis (PADILHA, 1996).

A presenga de resisténcia aos anti-helminticos pelos parasitos e o alto
custo destes produtos sdo algumas desvantagens do seu uso (CAMPOS et al.,
1992). A resisténcia ocorre quando a populacdo de nematdides que é
normalmente suscetivel ao tratamento anti-helmintico perde a suscetibilidade
através da selecdo de nematéides resistentes (PENA et al., 2002). Isto tem
estimulado um intenso interesse em métodos alternativos para o controle
parasitario (WAGHORN et al., 2003). Uma alternativa é o uso de espécies de
fungos nematéfagos, os quais se desenvolvem nas fezes do animal e matam
larvas de parasitas em desenvolvimento (LARSEN, 2000).

Muitas espécies de microfungos sdo capazes de predar e matar os

estadios larvais em desenvolvimento no ambiente fecal, mas somente o fungo
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Duddingtonia flagrans tem demonstrado possuir alto grau de sobrevivéncia
através do trato gastrintestinal de ruminantes (LARSEN et al., 1992a). Apés
esta passagem, seus esporos germinam nas fezes, formando redes
tridimensionais especializadas, as quais predam as larvas do parasito
(LARSEN et al., 1997).

Duddingtonia flagrans além de produzir micélio e conidios (esporos) tem
a capacidade de produzir clamiddsporos, um tipo de esporo de parede espessa
e resistente, que garante sua maior capacidade de sobrevivéncia apds
passagem pelo trato digestoério de ruminantes (LARSEN, 1992a; GRONVOLD et
al., 1993; FAEDO et al., 1997; LARSEN et al., 1998).

Em um estudo realizado na regido Norte Fluminense administrando D.
flagrans em ovinos, trés vezes na semana, foi obtido um percentual de 44% de
reducdo na carga parasitdria dos animais tratados e um ganho de peso
superior comparado ao controle (CORDEIRO et al., 2004).

Este trabalho tem o objetivo de verificar o efeito da suplementacéo diaria
de D. flagrans a ovinos na regidao bem como a capacidade de sobrevivéncia do

micélio ao transito gastrintestinal de ovinos.
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2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Caracterizacao dos fungos nematofagos

Fungos nematofagos sdo aqueles capazes de infectar e se alimentar de
nematoides. Eles vivem na matéria organica onde desenvolvem relacdes
parasiticas ou predatérias com os nematdides (BARRON, 1977). De acordo
com sua maneira de agir, eles sao divididos em trés grupos diferentes: os
ovicidas, os endoparasitas e os predadores.

Os fungos nematéfagos ovicidas produzem hifas que se fixam nos ovos
(Figura 1). Inicialmente é estabelecido um ponto de contato entre a hifa e a
superficie do ovo. Em seguida, o fungo forma uma dilatacdo nesse ponto e
danifica o complexo quitina-proteina da casca do ovo, provavelmente mediante
a acao de enzimas, facilitando a penetracdo. Apds a penetracao, o fungo forma

ramos micelares no interior do ovo consumindo o embrido, que pode sofrer o

Figura 1 - Fungo em atividade ovicida mostrando suas hifas aderidas ao ovo de um
nematéide (LOPEZ-LLORCA et al., 2002).

Nos fungos endoparasitas, a infecgéo inicia-se através da ingestao do
esporo ou adesdo deste a cuticula do nematdide (figura 2). Em seguida, o
esporo germina, penetra na cavidade corporal onde produz o talo infeccioso
que cresce e absorve o conteudo do nematodide. Na maioria das espécies o

desenvolvimento do fungo ocorre no interior do nematdide e somente hifas
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reprodutivas (tubos de evacuacdo e conidiéforos) saem através da parede
corporal (BARRON, 1977).

Figura 2 - Fungo endoparasita Harposporium anguillulae desenvolvendo-se no
nematoéide Panagrellus spp. Este fungo produz esporos em forma de meia lua, que
quando ingeridos pelo hospedeiro germinam no esbéfago (fotografado por SANTOS,

C.P. e SAUMELL, C.A)).

Os fungos predadores produzem um extenso micélio no meio ambiente.
Ao longo da hifa sdo formadas armadilhas que capturam os nematdides
mecanicamente ou por adesdo (Figura 3). Essas armadilhas sao divididas nas
seguintes categorias: hifas adesivas ndo modificadas ou n&o diferenciadas,
hifas anastomosadas formando redes adesivas tridimensionais, ramificacdes
adesivas que algumas vezes formam redes simples e na maioria das vezes
bidimensionais, nddulos adesivos, anéis constritores e anéis ndo constritores
(BARRON, 1977).
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Figura 3- Anéis constritores tridimensionais (seta) do fungo Arthrobotrys capturando
uma larva infectante de Panagrellus spp (BARRON, 1977).

Assim, varios tipos de armadilhas podem ser desenvolvidos pelos
fungos. Nos que utilizam armadilhas aderentes, a substancia adesiva pode
cobrir toda a hifa ou apenas as estruturas especializadas e/ou as redes. As
estruturas de captura ndo aderentes sdo o0s anéis constritores e 0s nao
constritores. Os anéis constritores tém agao ativa, geralmente tém trés células
e quando o nematdide penetra no anel as células se expandem promovendo
estrangulamento. Os anéis ndo constritores sao estruturas passivas. Os
nematdides ao penetrarem nesses aneéis, se enrolam e ficam aprisionados
(PADILHA, 1996).

A formacao de armadilhas, ao longo de suas hifas, ocorre em resposta a
presengca do nematdide ou seus esporos, de compostos biolégicos ou a
condicoes de estresse fisiolégico, como na escassez de nutrientes e agua
(BALAN e GERBER, 1972).
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2.2 - Uso de fungos para o controle de nematoides gastrintestinais

O conceito de microfungos como agentes no controle biolégico de
nematoides néo é recente. Linford et al. no Hawai, no final da década de 30,
usaram estes fungos como agentes no controle para nematdides de abacaxi
(CASWELL et al., 1989). A partir deste experimento, um grupo de cientistas do
Instituto Pauster na Franga, no final da década de 30 e inicio da de 40,
apresentou experimentos pioneiros utilizando fungos nematoéfagos, tanto em
testes in vitro como em testes com um pequeno numero de animais (PELOILLE,
1991).

As informagbes sado basicamente restritas aos fungos predadores e
endoparasitas, sendo que, isolados do género Arthrobotrys e Duddingtonia, os
quais pertencem ao grupo de predadores, sdo predominantemente os mais
estudados.

De 1985 até 1990, uma série de testes foi apresentada por um grupo de
pesquisadores dinamarqueses, testando o efeito do fungo A. oligospora contra
nematodides em algumas espécies de ruminantes. 250 e 2500 conidios foram
misturados em 1grama de fezes e mostraram numeros significativamente
menores (70 e 90% de redugéo, respectivamente) no desenvolvimento de larvas
de C. oncophora em cultivos de fezes (GRINVOLD et al., 1985).

No Brasil, as pesquisas tiveram inicio na década de 1990 (SANTOS,
2005). Aravjo et al. (1992, 1993) demonstraram que Monacrosporium
ellipsosporum e Arthrobotrys spp foram eficazes no controle de larvas de
Haemonchus placei em condi¢cbes laboratoriais, e que havia variagbes na
capacidade predatéria de diferentes isolados dentro da mesma espécie de
Arthrobotrys. Charles et al. (1993a; 1993b) demonstraram que a eficacia de um
isolado de A.oligospora em reduzir larvas infectantes de nematoides
Cyathostomineos era dependente da dose de esporo contida nas fezes, e que
0 mesmo isolado, quando comparado a D. flagrans, apreendia nUmero maior
de larvas infectantes de nematoides trichostrongilideos em menor tempo e com
menor nimero de esporos.

Assis et al. (2003) demonstraram que o uso dos fungos nematofagos

Manacrosporium sinense e Manacrosporium appendiculatum no controle
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biolégico de nematdides de equinos reduziu a contaminacdo das pastagens,
agindo diretamente nas larvas presentes no meio ambiente.

Estudos tém focado o uso de fungos que sobrevivem a passagem pelo
trato digestorio de animais e agem sobre ovos e larvas no meio ambiente
(LARSEN, 2000).

Até o final da década de 80 e inicio da de 90, estudos sobre controle
biologico de nematdides parasitas de ruminantes usando fungos nematéfagos
focavam o fungo A. oligospora (GRINVOLD et al., 1989; HASHMI e CONNAN,
1989). Entretanto, tem sido demonstrado que o fungo D. flagrans é mais
apropriado a sobreviver a passagem através do trato gastrintestinal de
ruminantes e predar as larvas que estdo nas fezes devido a producao de
numerosos  clamidésporos  (PELOILLE, 1991; LARSEN et al,
1992a;GRUNVOLD et al., 1993; LARSEN et al., 1998).

Mota et al. (2003) demonstraram que fungos nematofagos propagam-se
nas fezes e produzem estruturas especializadas (armadilhas) com a finalidade
de capturar e aprisionar os nematéides. Apds, o fungo penetra no interior da
presa, matando-a por destruicdo dos seus 6rgaos internos. O parasitismo
clinico ndo ocorre quando fungos nematéfagos sdao administrados, devido a
redugdo no numero de larvas fornecidas aos animais, suficiente para
desenvolver uma imunidade adquirida (ARAUJO, 1996).

Esporos de outros fungos candidatos ao controle biolégico
demonstraram ser mais sensiveis ao estresse do trato gastrintestinal que os
clamidésporos de D. flagrans quando sdo expostos a condicées que simulam a
passagem através do trato digestério dos ruminantes (LARSEN et al., 1991;
WALLER et al., 1994) ou sao diretamente consumidos por animais (LARSEN et
al., 1992b; FAEDO et al., 1997; WALLER et al., 1994).

A capacidade da espécie D. flagrans de produzir armadilhas e
clamiddsporos, assim como a sua taxa de crescimento, em presenca de Lzde O.
ostertagi indica esta espécie como promissor agente no controle biolégico
(GRGNVOLD et al., 1996).

Paraud et al. (2005) demonstraram que larvas de primeiro estadio de
Muellerius capillaris, um pequeno nematdide pulmonar, foram incapazes de

induzir a formacao de armadilhas pelo fungo D. flagrans, em condi¢ées in vitro.
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Ja o uso de larvas de terceiro estadio induziu a formacdo de 44 a 135

armadilhas/cm?.

Em caprinos, estudos ja tém demonstrado que a administracdo de
esporos pode reduzir o numero de larvas dos principais nematoides
gastrintestinais (PARAUD et al., 2005).

Pena et al. (2001) apresentaram estudos sobre a dose minima ideal para
a administracdo fungica, no entanto, fatores como o volume de alimento
administrado e as condi¢des de criagdo podem concorrer para o0 insucesso do
uso de doses previamente determinadas. Doses diarias de um milhdo ou mais
de clamiddsporos por quilo de peso vivo tém sido usadas em testes de campo,
mas dados mais recentes mostram que o nivel da dose pode ser menor para
pequenos ruminantes (PENA et al., 2002).

Estudos demonstraram que a administracdo diaria de 10° esporos/Kg de
peso vivo em carneiros resultou em um ganho de peso em animais jovens.
Waller et al. (2004) observaram uma melhora no desempenho de ovinos que
receberam uma dose de 2.5 x 10° esporos/Kg de peso vivo. Dimander et al.
(2003) verificaram um aumento no ganho de peso de bovinos alimentados com

uma dose de 5 x 10° ou 10° esporos/ Kg de peso vivo.

Knox e Faedo (2001) observaram que um grupo de ovinos recebendo
suplemento alimentar contendo clamidosporos de D. flagrans apresentava
menores quantidades de ovos e maior ganho de peso quando comparado com
animais nao tratados. A reducao de L3 de O. ostertagi no bolo fecal de bezerros
foi obtida alimentando-se animais com grdos de cevada com adicao de D.
flagrans, porém n&o obteve sucesso com a administragdo de graos contendo A.
oligospora (GRENVOLD et al., 1993, WOLSTRUP et al., 1994).

Faessler et al. (2007) mostraram uma reducdo no numero de larvas de
nematoides gastrintestinais de bovinos quando sdo tratados com o fungo D.
flagrans. Essa reducao variou de 77 a 95% quando comparada com um grupo

de animais que nao receberam esse tratamento.

Paraud et al. (2005) observaram uma reduc¢ao no namero de larvas de H.

contortus apés dois dias de aplicacdo de clamidosporos do fungo D. flagrans.
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Seus resultados mostraram que o uso de D. flagrans € alta e rapidamente

eficiente no controle de nematdides gastrintestinais em condigdes experimentais.

Estudos com ovinos e caprinos em piquetes tém demonstrado claramente
que D. flagrans é capaz de reduzir o numero de larvas infectantes que emergem
das amostras fecais em uma taxa maior que 90% (LARSEN et al., 1998;
WALLER et al., 2001; PENA et al., 2002; CHANDRAWATHANI et al., 2002,
2003).

Maingi et al. (2006) observaram que ovinos tratados com o fungo D.
flagrans necessitaram de um menor tratamento anti-helmintico do que aqueles

nao tratados com o fungo.

Resultados de estudos confirmaram a habilidade de D. flagrans, quando
administrado como um suplemento diario a caprinos, em reduzir o numero de
nematéides gastrintestinais. Estudos demonstram que a aplicacdo de 10°
esporos de D. flagrans por quilo de peso vivo fornece um ganho de peso em
caprinos (PARAUD et al., 2007).

Estudos mostraram que as espécies de nematdides gastrintestinais sao
diferentemente afetadas por um tratamento com o fungo D. flagrans. Os
resultados obtidos foram que parasitas presentes no abomaso de ovinos foram
reduzidos em 66%, enquanto que vermes intestinais ndo foram afetados de
forma significativa (GOMEZ-RICON et al., 2006).

Faedo et al. (2002) demonstraram que D. flagrans nao afeta a populagao
de nematoides n&o parasitas que vivem no solo. Aléem disso, ao ser administrado
em diferentes concentragcdes a ovinos, este fungo reduziu a populacéo de larvas
infectantes de Haemonchus contortus nas coproculturas (PENA et al., 2002).
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2.3 — Aspectos gerais de D. flagrans

O género Duddingtonia é caracterizado por espécies que produzem
varios conidios na extremidade dos conidiéforos (VAN OORSCHOT, 1985). Os
conidios presentam um formato variando entre eliptico e ovoide apresentando
um septo mediano. D. flagrans € a espécie mais estudada no controle das
helmintoses gastrintestinais de animais domésticos. Predam nematdides por
meio de hifas adesivas. Produzem conidios com morfologia de 25-50 uym de
comprimento por 10-15 ym de largura (COOKE e GODFREI, 1964). Produzem
grande quantidade de clamidésporos em matéria seca. A maioria dos isolados
mantidos em latoratério forma isolados em fezes de animais e matéria organica
presente no solo (MOTA et al., 2003).

Duddingtonia flagrans produz clamiddésporos no micélio (Figura 4), os
quais sao esporos assexuais que possuem uma parede espessa e resistente
que atua como esporos resistentes e latentes quando expostos a condi¢oes
adversas de temperatura, pH, ou auséncia de nutrientes ou agua, etc
(HERRERA e ULLOA, 1990). Podem dar origem a hifas, conidi6foros e
conidios (BARRON, 1977). Estas estruturas sédo capazes de sobreviver a
passagem atraves do trato digestivo dos ruminantes melhor que os conidios de
paredes delgadas (WALLER e LARSEN, 1993).

Este parece ser o unico fungo capaz de reduzir consistente e
significativamente o numero de larvas infectantes de trichostrongilideos em

fezes de animais alimentados com esporos fungicos (LARSEN, 1999).



Figura 4 — Fungo predador Duddingtonia flagrans (fotografado por SANTOS CP).
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3 - MATERIAL E METODOS

Experimento | — Comparar a capacidade de sobrevivéncia e eficacia de
clamidosporos e micélio do fungo D. flagrans apos passagem pelo trato
digestivo de ovinos.

- Delineamento experimental

O isolado do fungo D. flagrans (isolado 768) foi repicado em meio sélido
para producao de clamiddésporos e em meio liquido para produgdo de micélio.
Posteriormente, o nimero de clamiddsporos obtido por grama do substrato foi
quantificado através de camara de Newbauer e uma suspensdo na dose de
500.000 clamiddsporos por kg de peso vivo foi administrado via oral durante
trés dias a trés ovinos. Volume semelhante de suspensao contendo micélio foi
administrado a trés ovinos enquanto a trés outros ndo foram administrados
fungo. As fezes destes animais foram colhidas 24, 48 e 72 horas antes da
administracao do fungo; durante a administragéo do fungo e 24, 48 e 72 horas

apos a administracao do fungo para OPG e coprocultura.

— Animais

Foram usados nove animais da raga Santa Inés machos. Estes
animais foram previamente selecionados, baseando-se no seu peso e valor
de OPG.

— Isolado de Duddingtonia flagrans

Foi utilizado o isolado brasileiro CG768 de D. flagrans obtido por Santos
et al. (1998) no estado do Ceara e depositado no Centro Nacional de Pesquisa
de Recursos Genéticos e Biotecnologia Cenargen — Embrapa. O fungo foi
mantido inicialmente em meio a base de agar-agua durante dois dias.
Posteriormente, nematoides de vida livre (Panagrellus sp) foram adicionados
ao meio para estimular a producdo de armadilhas durante trés dias. Em

seguida, conidios deste fungo foram transferidos para o meio agar—Sabouraud,
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onde cresceram por 10 dias. Todo o crescimento do fungo ocorreu a

temperatura ambiente.
— Producao do fungo

O cereal milho foi utilizado como substrato para producao do fungo. O
meio foi adicionado em garrafas Roux e autoclavados. Quatro pedacos de
1cm? cada do meio agar-Sabouraud contendo o fungo foram inoculados por
garrafa, e o material foi cultivado a uma temperatura de 25°C na auséncia de
luz por 21 dias (Figura 5). Posteriormente, o conteudo de cada garrafa foi
macerado e adicionado 250 ml de 4gua destilada. Este foi previamente filtrado
em peneira e posteriormente foi adicionado um tecido de nylon de 100 micras.
Uma aliquota do filtrado foi analisada para determinar o numero de
clamidésporos através da camara de Newbauer.

Figura 5 - D. flagrans crescendo em meio a base de cereal milho em garrafas
Roux.

Para a producdo do micélio, 3 pedacos de 1cm? do &gar-Sabouraud
contendo o fungo foram inoculados em Erlenmeyer de 500 mL contendo 100
mL do meio caldo Sabouraud e incubado a 30° C em movimentos constantes
(90 rpm) por 48h. Apds a incubacdo uma aliquota do liquido resultante desse
processo foi analisada em microscopia Optica através da camara de Newbauer

para confirmagao de crescimento apenas do micélio.
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— Contagem de ovos

Amostras fecais foram coletadas diretamente da ampola retal de cada
animal nos diferentes tratamentos durante o periodo experimental. Nestas
amostras foram determinadas as contagens de ovos por grama de fezes
(OPG), segundo a técnica modificada de Gordon e Whitlock (1939), onde 2g de
fezes sdo misturados com 58mL de solugdo salina hipersaturada. Este
conteudo é filtrado e a suspensao fecal € homogeneizada com uma pipeta.
Uma amostra é retirada para a contagem dos ovos apés sua flutuagcéo através
da camara de McMaster. O total de ovos encontrados nas duas areas da

camara é multiplicado por 100, sendo este o resultado do OPG.

— Cultivos de fezes

4g de fezes foram pesados em um copo plastico descartavel com
capacidade para 50 ml, previamente identificado. Os copos plasticos contendo
as amostras de cada animal foram incubados em caixas plasticas contendo
uma fina camada de agua destilada ao fundo e coberta com filme plastico para
prevenir a perda de umidade durante sete dias a temperatura de 25 — 29 °C.
Apoés a incubacao, cada copo plastico foi preenchido com agua destilada, sobre
este foi colocada uma placa de Petri descartavel, seguindo-se a inversao do
conjunto copo-placa. A cada placa foram adicionados 10 ml de agua destilada
e apos 4 horas as larvas infectantes que migraram do copo para a placa foram
pipetadas. Estas foram acondicionadas em garrafas de cultivo de 50 ml e

armazenadas sob refrigeracao para posterior quantificacao.

- Plagueamento das fezes

As fezes provenientes de animais do mesmo grupo foram
homogeneizadas. Uma parcela de dois gramas foi depositada individualmente
de forma linear de dois extremos a outros de uma placa de Petri com agar-
agua (2%), formando uma cruz. Nematdides de vida livre (Panagrellus sp.)
foram adicionados as placas como isca para estimular o crescimento dos

fungos nematofagos. As placas foram fechadas com filme plastico e incubadas
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a temperatura ambiente (20-25°C) por trés semanas, sendo observadas

semanalmente ao microscopio Optico para verificar a presenga do fungo.
— Andlise estatistica

Para a analise da ocorréncia da larva foi utilizado o método da
amostragem simples ao acaso, ao nivel de 5 % de probabilidade, em trés
condicdes diferentes: controle — sem o fungo, condicdo 1 contendo a presenca
de micélio e condigédo 2 contendo a presenca de clamiddsporos.

p = propor¢cao na amostra.

Em que:
Xi= 0, quando a larva ndo ocorre.
1, quando a larva ocorre.

n= ndmero total de individuos na amostra.

P = propor¢éao na populagéo infinita

n 2
Y2 (L)

o= = n

(n-1)

Nas diversas situacdes possiveis, a amostra foi dimensionada
considerando um desvio de 10 % em torno da propor¢ao da amostra, para uma
populacao infinita. A comparacao foi feita por meio de intervalo de confianca da
propor¢cdo na populagéo, considerando a interposicao ou nao dos intervalos,

em que:
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n-1) = (n-1) 5
<

p-to = P = p-to
| 1 \.I n
Experimento Il - Verificar efeito da suplementacdao diaria de uma

formulacao contendo um isolado brasileiro de D. flagrans na populacao de
nematdides na regiao de Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro.

— Delineamento Experimental

Vinte ovinos foram introduzidos em dois piquetes contendo pastagem
nativa contaminada naturalmente com nematdides gastrintestinais de
ruminantes. Dez animais receberam diariamente uma suplementagao alimentar
contendo o fungo D. flagrans na dose de 500.000 clamiddsporos por
quilograma de peso vivo durante cinco meses consecutivos. Os outros dez nao
receberam este suplemento e serviram de controle. Andlises de amostras
fecais, cultivos fecais, pesagem dos animais e larvas na vegetagdo foram
realizadas durante o periodo experimental e comparadas entre o grupo tratado
e controle para verificar o impacto do fungo na populacdo de nematdides

gastrintestinais.
- Isolado de Duddingtonia flagrans

Foi utilizado o isolado brasileiro CG768 de D. flagrans obtido por Santos
et al. (1998). O cultivo do fungo ocorreu nas mesmas condicdes que 0
experimento |.

— Producao do fungo

Para producédo de clamidésporos do fungo D. flagrans, a metodologia

utilizada foi a mesma observada no experimento |.
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— Contagem de ovos

Amostras fecais foram coletadas diretamente da ampola retal de cada
animal nos diferentes tratamentos durante todo o periodo experimental. Nestas
amostras foram determinadas as contagens de ovos por grama de fezes
(OPG), segundo a técnica modificada de Gordon e Whitlock (1939).

— Cultivos fecais

Foram realizadas coproculturas a cada 15 dias nos dois grupos. Para

esse método, foi utilizado o mesmo procedimento observado no experimento |.

— Ganho de peso

Paralelamente a coleta de fezes, cada animal foi pesado através de
uma balanga fixa para verificar o ganho de peso.

- Grau de contaminacao da pastagem

Ao final do experimento amostras da vegetagcdo foram colhidas em
zigue-zague em toda a extensdo dos piquetes. Estas foram divididas em
amostras de 100g e adicionadas a baldes plasticos de 20 litros que receberam
0,5 ml de detergente e agua até o bordo. O material ficou sedimentando
durante 24 horas. Entdo, o sobrenadante foi descartado de modo a permanecer
um litro no balde. Este litro se manteve sedimentando em proveta por quatro
horas. Apés este periodo o sedimento restante foi colhido e conservado com
formol 10% para posterior quantificagdo do numero de larvas.

Os 100g de pastagem correspondente foram colocados em uma estufa
de secagem a 50°C, por 24 horas para se obter a matéria seca. Os dados
obtidos foram transformados em numero de larvas por kg de matéria seca.
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- Analise estatistica

Para a analise da ocorréncia de larva foi utilizado o método da
amostragem simples ao acaso, ao nivel de 5 % de probabilidade, conforme o

experimento .
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

- Experimento |

O percentual médio de larvas infectantes obtidas em cada animal dentro
das trés condigbes foi estatisticamente diferente pelo menos em alguma
situacdo, a excegéo dos animais 1 e 3 na condicdo contendo micélio. Apenas
nos animais que receberam o suplemento contendo clamidésporos houve uma
reducdo significativa do percentual de larvas durante os trés dias seguintes a
administracado. Esse percentual foi respectivamente de 30%, 63% e 30% (figura
6).

B pré administracdo
@ administracao
pbs-administragao

% de L3

Controle Micélio Clamidésporos

Animais

Figura 6 — Percentual de larvas infectantes de nematéides gastrintestinais de ovinos
em cultivos fecais oriundos de animais tratados e ndo tratados com o fungo D.
flagrans.

De acordo com este estudo, o fungo D. flagrans tem uma agéo positiva
no controle da verminose de ovinos apenas quando seus clamidésporos sao
administrados. Segundo Sanyal (2004), este fungo produz abundantes

clamidosporos, esporos de paredes espessas, que asseguram maior
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sobrevivéncia durante a passagem através do trato digestério de ruminantes
quando administrados oralmente.

O declinio da reducao larval entre 1 e 2 dias apo6s cessado a
administragdo do fungo a ovinos também foi observado por Pena et al. (2002)
sendo que com 4 a 5 dias n&o foi detectado nenhuma atividade predatoria. De
forma semelhante, a administragdo a caprinos demonstrou atividade somente
até o segundo dia apds ter interrompido a administragéo do fungo D. flagrans a
ovinos. Estas variantes podem ser devido a fatores como espécie, idade, raca,
sexo, tipo de alimentagéo e inoculo e devem ser levados em consideragéo pelo
fato de influenciarem diretamente sobre a velocidade na passagem pelo trato
gastrointestinal e consequentemente sobre substancias que sao ingeridas.

Até o momento, nao foram realizados estudos comparando a eficacia do
uso de micélio e clamiddsporos de D. flagrans. O resultado desse trabalho
mostrou que o uso de clamiddsporo pode ser um método viavel para o controle
de nematodides gastrintestinais de ovinos. Além disso, é factivel que seja
recomendado a aplicagao diaria do fungo uma vez que a atividade predatéria
diminui quando cessa a administracao do fungo.

Durante a observagao das placas verificou-se que apenas na condicao
contendo clamidosporos houve a presencga do fungo D. flagrans. Os resultados
obtidos demonstram que apenas os clamidésporos sao capazes de atravessar
o trato gastrintestinal dos animais. Essa caracteristica possibilita a acdo de D.

flagrans sobre as larvas presentes na massa fecal.

- Experimento Il

O percentual médio de larvas infectantes obtidas das coproculturas nos
meses de agosto, setembro e outubro nos animais tratados com fungos foi

estatisticamente menor que do grupo controle (Figura 7).
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Figura 7 — Percentual de larvas infectantes das coproculturas nos grupos tratado e
controle.

Esse resultado mostra a vantagem do uso de D. flagrans como
complemento ao controle parasitario de ovinos. Trabalhos anteriores ja
mostraram a eficacia de fungos nematéfagos ao serem administrados em
diferentes animais de producédo. Porém, esse é o primeiro experimento na
regiao Norte Fluminense em que o fungo D. flagrans é usado como suplemento
alimentar diario durante um longo periodo de tempo.

Duddingtonia flagrans tem a capacidade de predar, destruir e se
alimentar de nematoides no solo. A administracao oral destes microrganismos
a animais parece ser a maneira mais adequada de utiliza-los. Depois de
passarem através do trato gastrintestinal, seus clamiddsporos sao eliminados
com as fezes e, assim, um contato entre o fungo e as larvas recentemente
expelidas é conseguido (LARSEN et al., 1992a).

Dessa forma, D. flagrans age diminuindo o numero de larvas infectantes
na pastagem, o que acarreta uma reducdo de animais infectados por
nematoéides gastrintestinais.

Nao foi observada diferenca significativa em relagdo ao peso dos
animais dos diferentes grupos (Figura 8).
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Figura 8 — Variacdo da média de peso dos ovinos durante o periodo experimental.

Estudos anteriores mostram um aumento de peso de animais
tratados com fungos nematdfagos devido ao controle da verminose. Nesse
trabalho, porém, ndo houve diferenga significativa no ganho de peso dos
grupos.

O numero de larvas infectantes obtidas na vegetacdo dos grupos
controle e tratado foram respectivamente 1787 Ls/Kg/MS e 1242 Ls/Kg/MS.
Assim, houve uma redugdo no numero de larvas presentes na vegetagao
obtida de piquetes onde se encontravam os animais tratados com o fungo.
Esse é mais um dado que comprova a eficacia do uso desse fungo no controle
da verminose de ovinos.

O resultado positivo de D. flagrans, juntamente com outros fungos
nematéfagos possibilita seu uso como adjuvante aos tratamentos quimicos,
diminuindo assim o numero de reagdes adversas existentes no controle de
verminose atual. Larsen (2000) estimou que sob um regime padrao de trés anti-
helminticos por ano, mortes de cordeiros por parasitismo poderiam ser
reduzidas em 73-87% por incorporacao de fungos como agente de biocontrole.

Mais estudos devem ser realizados para avaliar os efeitos do fungo D.

flagrans sobre os nematéides gastrintestinais de ovinos.
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5 - CONCLUSAO

Clamidosporos de D. flagrans sobrevivem a passagem pelo tubo
digestorio de ovinos mantendo sua atividade nematéfaga. Por outro
lado, o micélio ndo apresentou atividade nematéfaga.

Animais tratados com o fungo D. flgrans nao apresentaram ganho de
peso.

Houve uma redugao no numero de larvas presentes na vegetacdao onde
se encontravam os animais tratados com o fungo.

O uso de fungos nematéfagos néo significa a eliminacao total de outros
métodos de controle de nematodioses, principalmente o uso de agentes

quimicos.
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ANEXO - MEIOS DE CULTURA

Todos os meios de cultura serdo esterilizado em autoclave por 20 minutos.

> Agar-agua

1000 mL de H»O destilada

200 mL de H>O destilada

249 de agar-agua
4,89 de agar-agua

> Agar-Sabouraud

1000 mL de H»O destilada

479 de sabouraud

200 mL de H>O destilada

9,4g de sabouraud

» Agar-milho

1000 mL de H,O destilada 500g de agar-milho 15g de agar-

bacteriolégico
200 mL de H>O destilada

bacteriolégico

> Agar-aveia

1000 mL de H,O destilada

bacteriol6gico
40 mL de HO destilada
bacteriologico

4,89 de agar-agua 3g de agar-

375g de aveia 15g de agar-

159 de aveia 0,6g de agar-
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